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METODO PARA EL ALMACENAMIENTO Y/O TRANSPORTE DE 
CULTIVOS CELULARES IN VITRO. 

CAWIFO DE LA INVENCICN 

La invention se relaciona con la obtenci6n de un metodo para el 
almacenamiento y de transporte de cultivos celulares bidimensionales 
organizados in vitro, asf como con la obtenci6n de un kit para el 
almacenamiento y transporte de dichos cultivos. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Los cultivos celulares, homogeneos o no (cocultivos), pueden constituir 
modelos utiles de algunos procesos geneticos, bioqulmicos, metab6licos o 
fisiol6gicos que tienen lugar en el organismo vivo. La facilidad de su 
manipulaci6n permite el analisis de gran nOmero de condiciones antes de 
realizar los experimentos definitivos en animales o los ensayos cllnicos en 
seres humanos. Los modelos "in vitro" constituyen una herramienta para la 
validation de nuevas dianas terapeuticas, para la selecci6n de cabezas de 
serie en sistemas de alto rendimiento, para la definici6n del mecanismo de 
acci6n de nuevas moleculas y, en general, para la investigation biomedica, 
biotecnologica o cosmetica. 

En general, todos los modelos basados en cultivos celulares tienen una vida 
util Hmitada. Asf, las celulas en cultivo pasan por diferentes fases de 
diferenciaci6n, y requieren de manipulaci6n continua para mantener las 
propiedades que las hacen un modelo adecuado. Por ejemplo, el modelo de 
barrera gastrointestinal basado en el cultivo confluyente de celulas Caco-2 
requiere 21 dlas para alcanzar el estado de diferenciacidn que permite 
reproducir muchas de las propiedades de la mucosa intestinal (Le Ferrec et 
al., ATLA 29:649-668, 1999), y su utilidad se prolonga s6lo durante una 
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ventana de unos 3 a 5 dfas. Las celulas BC2, utilizadas como modelo de 
celula hepatica, requieren entre tres y cuatro semanas de diferenciacion 
antes de adquirir las propiedades que las hacen un buen modelo, y las 
condiciones de cuitivo posteriores son clave para que respondan a los 
tratamientos experimentales de forma parecida al hepatocito (MJ G6mez- 
Lech6n, et al., Eur.J. Biochem.268:1448, 2001). Las celulas de cordon 
umbilical Huvec, crecidas hasta confluencia, pueden ser inducidas a formar 
estructuras comparables a los vasos sangulneos en condiciones 
experimentales adecuadas, por lo que constituyen un buen modelo de 
angiogenesis (Vailhe et al.,Lab. Invest. 81:439-452, 2001). Sin embargo, el 
numero de divisiones celulares previo al experimento y el estlmulo utilizado 
son criticos para obtener una respuesta adecuada. 

Estas limitaciones en la manipulaci6n y generacidn de los diferentes 
modelos celulares "in vitro" los hacen de diffcil implementaci6n para los 
usuarios ocasionales, y en general limitan la comercializacion de los 
modelos en su formato final. El problema se agudiza en modelos complejos, 
en los que las celulas deben imitar a las barreras naturales del organismo 
(Rubas et al., J. Pharma. Sci., 85:165-169, 1996; Walter et al., J. Pharma. 
Sci., 85:1070-1076; Irvine et al., J. Pharma. Sci., 88:28-33, 1999; Gaillard et 
al., Eur. J. of Pharma. Sci., 12:215-222, 2001); o los cultivos deben 
realizarse sobre soportes asimetricos, separando dos compartimientos o con 
una fuerte dependencia en la polarizaci6n de los componentes del sistema. 
En estos casos, a la complejidad del modelo y a sus limitaciones temporales 
se afiaden problemas de tipo mecanico, que hacen que los golpes o las 
sacudidas puedan invalidar el sistema. Los investigadores pueden acceder a 
los diferentes componentes del modelo (soporte, medio y aditivos de cuitivo 
y llneas celulares), y posteriormente deben combinarlos en el laboratorio 
utilizando procesos mas o menos laboriosos. En el mejor de los casos el 
investigador final puede recibir las celulas ya listas para su uso, pero con 
limitaciones que practicamente obligan a realizar los experimentos dentro de 
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los dos dfas posteriores a la recepcidn, e imponen serias restricciones en la 
distribuci6n del modelo por parte de la compafifa que lo comercializa, como 
por ejemplo In Vitro Technologies. El documento EP 702 081 describe un 
m6todo para el almacenamiento y transporte de tejidos tridimensionales que 
consiste en situar dicho tejido tridimensional fijado sobre dos tipos de 
esponjas en una soluci6n de gelatina, de tal forma que por enfriamiento esta 
se gelifica, facilitando asf su transporte y almacenamiento. 

Existe por tanto en el estado de la tecnica la necesidad de disponer de un 
m6todo para poder suministrar modelos basados en cultivos celulares 
bidimensionales organizados a punto para ser utilizados y con sus 
propiedades funcionales intactas de forma que, por un lado, el investigador 
disponga de margen de maniobra para su utilization y, por otro, la compama 
suministradora pueda plantear tiempos de entrega dentro de los margenes 
logisticos razonables de la distribution internacional. 

El objeto de la presente solicitud consiste en proporcionar un m6todo para el 
almacenamiento y el transporte de cultivos celulares bidimensionales 
organizados in vitro que resuelva las necesidades del estado de la tecnica 
mencionadas anteriormente. 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Fiaura 1 - Respuesta en un ensayo de migration de celulas endoteliales 
HUVEC, estimuladas o no, sin medio de condicionamiento (celulas que no 
ban sido mantenidas en el medio con gelatina) y con medio de 
condicionamiento (72 horas despu6s de haber sido mantenidas en el medio 
con gelatina), medida en unidades de fluorescencia. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

La invencion proporciona en su aspecto principal un m6todo para el 
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almacenamiento y/o el transporte de cultivos celulares organizados in vitro 
que comprende las siguientes etapas: 

a) recubrimiento con una soluci6n de gelatina en el medio de cultivo a 
una concentration del 1 a 5% de un cultivo eeluiar organizado inmovilizado 

5 sobre un soporte asimetrico, comprendiendo dicho cultivo celular celulas en 

el estado funcional adecuado, 

b) solidificaci6n a una temperatura de 15 a 25°C de la gelatina 
adicionada al soporte, y 

c) almacenamiento y/o transporte del cultivo celular a una temperatura 
10 de 1 5 a 25°C, durante un periodo de hasta 96 horas. 

La presente solicitud tambien proporciona en un segundo aspecto de la 
invenci6n un kit para el almacenamiento y el transporte de cultivos celulares 
bidimensionales organizados in vitro segun el metodo de la invenci6n que 
15 comprende: 

i) un soporte asimetrico, y 

ii) una soluci6n de gelatina en el medio de cultivo a una concentraci6n del 1 
al 5%. 



DESCRICION DETALLADA DE LA INVENCION 

La invencidn proporciona en su aspecto principal un metodo para el 
almacenamiento y/o el transporte de cultivos celulares bidimensionales 
organizados in vitro que comprende las siguientes etapas: 

a) recubrimiento con una solucidn de gelatina en el medio de cultivo a 
una concentraci6n del 1 a 5% en peso de un cultivo celular organizado 
inmovilizado sobre un soporte asimetrico, comprendiendo dicho cultivo 
celular celulas en el estado funcional adecuado, 

b) solidificaci6n a una temperatura de 15 a 25°C de la gelatina 
adicionada al soporte, y 

c) almacenamiento y/o transporte del cultivo celular a una temperatura 
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de 15 a 25°C, durante un periodo de hasta 96 horas. 

En una realization particular, el metodo de la invention comprende las 
siguientes etapas adicionales: 

d) Iicuaci6n de la gelatina, 

e) elimination de la gelatina y sustitucion de la misma por un medio de 
cultivo, y, 

f) incubation del cultivo. 

EI metodo de la invencion hace posible que durante el almacenamiento y/o 
transporte del cultivo o modelo celular se mantengan las propiedades 
fisiol6gicas de las celulas y, adem£s, que se protejan las propiedades 
mecanicas esenciales para el modelo celular. 

En el contexto de la presente invenci6n se entiende por soporte asimetrico 
aquellos recipientes que contienen dos compartimentos ffsicamente 
separados por una membrana semipermeable encima de la cual se situan 
las celulas del cultivo. Como soporte asimetrico preferido la presente 
invencion emplea el soporte tipo transwell. 

Los cultivos celulares bidimensionales de la invencion son cultivos 
organizados como por ejemplo: celulas Huvec crecidas a confluencia sobre 
un soporte de col£geno; cultivo confluyente de celulas Caco-2 diferenciadas; 
o cualquier otro tipo de c6lulas capaz de crecer en monocapas tales como 
fibroblastos, celulas tumorales, hep£ticas, endoteliales, etc. Asf, ejemplos de 
Ifneas epiteliales intestinales derivadas de tumores son Caco-2, TC7, HT29 
M6; un ejemplo de linea de epitelio de rinon es MDCK; un ejemplo de 
keratinocitos humanos primarios de piel es HEK; finalmente ejemplos de 
Hneas o cultivos primarios endoteliales son HUVEC, HMEC-1, BBEC, HAEC 
y BAEC. Preferentemente, el cultivo celular bidimensional organizado de la 
invencion esta diferenciado, polarizado y es funcionalmente activo. 
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Segun la presents invenci6n, la soluci6n de gelatina se prepara disolviendo 
gelatina en el mismo medio de cultivo, que actua como di.solvente. Gracias al 
empleo del medio de cultivo como disolvente se consigue que el cultivo 
aimacenado y/o transported© segtin el m§todo de la presente invencion 
garantice al usuario la preservation de las propiedades funcionales del 
cultivo y una utilizaci6n inmediata. Preferiblemente la solucion de gelatina 
empleada es del 2.5% en peso. 

En el m6todo de la invenci6n se puede emplear cualquier gelatina comercial, 
como por ejemplo gelatina tipo A de piel de cerdo. Similarmente, tambien se 
puede emplear cualquier medio de cultivo comercial, como un medio 
DMEM (1 g/L glucosa). Es "aconsejable" preparar la solucion de gelatina con 
un m&ximo de 7 dias antes de aplicarla al cultivo, ya que de lo contrario esta 
pierde parte de sus propiedades de "conservaci6n" f las cuales son 
necesarias para el buen funcionamiento de la presente invencion. 

La solucion de gelatina en el medio de cultivo puede ser suplementada con 
suero bovino fetal (FBS 10%) y Penicilina/Streptomicina/L-Glutamina (medio 
de cultivo completo). 

El cultivo celular puede prepararse del siguiente modo: realizar 
primeramente, antes de sembrar las celulas, un coating que implica: 1) 
colocar los insertos o transwells encima de los pocillos de tamano 
correspondiente; 2) aplicar sobre la cara superior de los filtros (membranas 
semipermeables) de cada inserto una solucion de colageno (u otro 
componente de matriz extracelular f dependiente del tipo celular) en medio de 
cultivo DMEM (1g/L glucosa) sin suero (u otro medio comercial); y 3) dejar 
preferiblemente a 37°C en la estufa para cultivos celulares (90% humedad, 
5% CO2). Antes de la utilizaci6n del inserto, se aspira el exceso de solucion 
de coating de la cara apical, se deja aproximadamente de 1 5 a 30 minutos 
en la estufa para cultivos, y se siembran las c6lulas correspond ientes a la 
densidad determinada para cada tipo celular y para cada tipo de ensayo. Se 
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mantiene el cultivo durante el tiempo necesario al alcance del estado 
funcional del sistema, con cambios de medio preferiblemente cada 48-72 
horas si necesario. Las caracteristicas de los insertos o transwells utilizados 
(tamano, dtemetro de poros, material) vienen determinadas de manera 
especffica por el tipo celular y el ensayo al cual se puede aplicar la presente 
invencion. En funcidn del tipo de celula empleada en el cultivo y del tipo de 
ensayo, tras un ndmero de dlas transcurridos, se realizan controles para 
determinar el estado funcional del sistema celular. Por ejemplo, en el caso 
de los sistemas celulares que se utilizan como modelos de barreras, se 
pueden emplear medida de TEER (Resistencia Electrica TransEpitelial) y 
permeabilidad paracelular. En el caso de los sistemas celulares que se 
utilizan para ensayos de migracion/invasion, se realiza una determination de 
la capacidad de migraci6n/invasi6n mediante marcaje con un fluorocromo 
(por ejemplo, calceina) de las celulas que hayan migrado a la parte inferior 
del filtro y posterior cuantificacion por fluorimetria. 

Segdn la presente invencion, el cultivo celular se recubre con una solucion 
de gelatina en el medio de cultivo a una concentration de 1 a 5%. De forma 
general, se aplicar^ la gelatina en el preciso momento en que se haya 
comprobado que el sistema celular acaba de alcanzar el estado funcional 
adecuado, de manera que se inmoviliza el sistema celular ya funcional, pero 
se deja al usuario un margen de tiempo para hacer sus ensayos al recibir el 
sistema. Al tiempo de cultivo transcurrido se denomina 'tiempo de vida". De 
aquf la aplicacion de la presente invenci6n a sistemas celulares "ready-to- 
use". Los tiempos de vida de los cultivos celulares, es decir el tiempo de 
vida del cultivo en que se aplica la gelatina, dependen no s6lo de los tipos 
celulares del cultivo (fibroblastos, Hneas tumorales, etc.) sino tambien de su 
aplicacion funcional (ensayo de paso de barrera, ensayo de adhesion, 
ensayo de migration, ensayo de invasion). Su determinacion es una 
cuesti6n de practica experimental. Asi, en el caso especffico de los 
fibroblastos y celulas HUVEC sembradas en soportes tipo transwell y en 



WO 2005/003331 



8 



PCT/ES2004/000140 



condiciones bajo las cuales estas c§lulas est6n funcionalmente activas para 
un ensayo de migracion, el tiempo de vida sera entre 30 minutos y 1 hora 
despu6s de sembrar las celulas. En el caso de un ensayo de invasi6n, el 
tiempo sera entre 1 y 24 horas. En cambio, en el caso de las c6Iulas Caco-2 
sembradas en transwells, el tiempo de vida ser£ 13 dfas despu6s de 
sembrar las c6lulas, tiempo a partir del cual ya son funcionales como barrera 
y se aplica la gelatina, dejando al usuario hasta el dia 25 de cultivo para 
realizar el ensayo de paso de barrera. 

En el contexto de la presente invenci6n se entiende por estado funcional 
adecuado, el estado que presentan las celulas viables del cultivo cuando son 
capaces de realizar la funcion que tienen asignada en el ensayo. 

Para efectuar la aplicaci6n de la gelatina sobre el cultivo en primer lugar es 
necesario licuar completamente la solucion de gelatina, y equilibrarla a la 
temperatura del cultivo, en general 37°C. A continuacibn, se retira el medio 
de cultivo de los 2 compartimentos de cada inserto y se lava el cultivo con 
medio de cultivo en los 2 compartimentos de cada inserto. Posteriormente se 
aplica gelatina 2,5% Ifquida en el compartimiento apical y en el 
compartimiento basal, y se deja solidificar entre 2 y 3 horas en la campana 
de flujo y a temperatura ambiente (20-25°C). Una vez ha solidificado la 
gelatina, se sellan las placas con parafilm y se mantienen a temperatura 
ambiente hasta su utilizacion (maximo 4 dlas despues). 

En el momenta en que se quiera utilizar el cultivo inmovilizado, se incuba la 
placa con gelatina solida dentro de un incubador de celulas hasta la 
completa licuacion de la gelatina, preferiblemente a 37°C, 90% humedad y 
5% C0 2 durante 3 a 4 horas hasta la completa Iicuaci6n de la gelatina. A 
continuacion se elimina de ambos compartimentos mediante aspiracion y se 
lava el cultivo con medio de cultivo equilibrado a 37°C. Posteriormente se 
aplica el medio de cultivo especffico para las celulas en cuesti6n y se 
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incuban estas tiltimas preferiblemente a 37°C en 90% humedad / 5% C0 2 
hasta su uso. 

La presente solicitud proporciona en un segundo aspecto de la invencion un 
kit para el almacenamiento y el transporte de cultivos celulares 
bidimensionales organizados in vitro segOn el metodo de la invencion que 
comprende: 

i) un soporte asimetrico, y 

ii) una solucion de gelatina en el medio de cultivo a una concentracion del 1 
al 5%. 

En una realization particular, el kit de la presente invencion emplea como 
soporte asim§trico un soporte tipo transwell. 

Los ejemplos que se describen a continuaci6n sirven para ilustrar la 
invencion. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1: Metodo para el almacenamiento y transporte del modelo 
Caco-2 de barrera intestinal in vitro. 

1- Preparaci6n de la gelatina 

Se utiliza gelatina tipo A de piel de cerdo, disuelta en medio de cultivo 
DMEM (1g/L glucosa) a 50°C y directamente a la concentracion de uso 
(maxima concentraci6n que se puede disolver: 10%). En el presente caso, 
se pesan 2,5g de gelatina en polvo y se disuelve con 100 ml de medio de 
cultivo DMEM (1g/L glucosa). Se esteriliza en seguida (en "caliente") 
mediante filtracion por filtros de 0,22pm de poro. A continuation se 
suplementa con suero bovino fetal (FBS 10%) y Penicilina/Streptomicina/L- 
Glutamina (medio de cultivo completo). Finalmente se guarda a 4°C hasta su 
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utilization. 

2- Preoaraci6n del cultivo Caco-2 polarizado . 

Coating: 12 horas antes de sembrar las celulas, se colocan los insertos 
(transwells de 6,5mm de di&metro) encima de los pocillos de tamano 
correspondiente, y se aplica sobre la cara superior de los filtros de 
policarbonato (membranas semipermeables de 0,4pm de diametro de poro) 
de cada inserto una solution de col&geno tipo I de cola de rata (20 pg/ml) en 
medio de cultivo DMEM (1g/L glucosa) sin suero, y se deja a 37°C en la 
estufa para cultivos celulares (90% humedad, 5% C0 2 ). Antes de su 
utilizaci6n, se aspira el exceso de soluci6n de coating de la cara apical, se 
deja de 15 a 30 minutos en la estufa para cultivos, y se siembran las celulas 
Caco-2 a una densidad de 5 X 10 5 celulas/cm 2 . Se mantiene el cultivo 
durante 13 dfas, con cambios de medio cada 48-72 horas, poniendo 300pl 
de medio de cultivo completo en el compartimento apical y 900pl en el basal. 
Al dia 13, se realizan los controles de estado de barrera (polarization) de la 
monocapa Caco-2 mediante medida de TEER (Resistencia Electrica 
TransEpitelial) y permeabilidad paracelular. Estos controles permiten 
determinar el estado funcional del sistema celular como barrera antes de 
recubrir con gelatina. 

3- Aplicaci6n de la gelatina 

Se pone en un bano de cultivo a 37°C hasta su completa Iicuaci6n y se 
equilibra a la temperatura del cultivo (37°C). A continuation, se retira el 
medio de cultivo de los 2 compartimentos de cada inserto y se lava el cultivo 
con medio de cultivo completo en los 2 compartimentos de cada inserto. 
Posteriormente se aplica 300pl de gelatina 2,5% Hquida en el 
compartimiento apical y 900pl en el compartimiento basal, y se deja 
solidificar entre 2 y 3 horas en la campana de flujo y a temperatura ambiente 
(20-25°C). Una vez ha solidificado la gelatina, se sellan las placas con 
parafilm y se mantienen a temperatura ambiente hasta su utilization 
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(m£ximo 4 dfas despu6s). 
4- Eliminaci6n de la qelatina 

En el momento en que se quiera utilizar el cultivo inmovilizado, se incuba la 
5 placa con gelatina s6lida dentro de un incubador de celulas a 37°C, 90% 

humedad y 5% C0 2 durante 3 a 4 horas hasta la completa licuacion de la 
gelatina. A continuacion se elimina de ambos compartimentos mediante 
aspirac!6n y se lava el cultivo con medio de cultivo completo equilibrado a 
37°C. Posteriormente se aplica el medio de cultivo especifico para celulas 
10 Caco-2 y se incuban las celulas a 37°C en 90% humedad / 5% C0 2 hasta su 

uso (mfnimo 24 horas; maximo 9 dlas despues), cambiando el medio cada 
48-72 horas. 
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Tal y como se presents en la Tabla I, solo se observa una disminucion 
significativa en los valores de TEER obtenidos despues de 5 y 7 dfas de 
Inmovilizaclon en gelatlna comparando con los valores controles obtenidos 
antes de apiicarla. Este resultado indica que el metodo de almacenamiento 
en gelatlna descrlto en esta invencion permite: 1) inmovilizar el sistema 
Caco-2 hasta 4 dlas a temperatura ambiente sin afectar su estado funcional 
de barrera; y 2) una vez quitada la gelatina, mantener hasta 9 dias despues 
su estado funcional para realizar ensayos de paso de barrera. 

Ejemplo 2: Caracterfsticas de los cultivos y determinacion de los 
tiempos de vida del cultlvo antes de aplicar la gelatina. 

En la Tabla II se indican algunos de los tipos celulares cultivables en 
soportes tipo transwells que forman monocapas y que son susceptibles de 
ser almacenables y transportables en gelatina en su estado de barrera y, por 
tanto, cultivos a los cuales es aplicable el presente metodo de transporte. 

Caco-2, TC7, HT29 M6: llneas epiteliales intestinales derivadas de 
tumores, 

MDCK: Hnea de epitelio de rin6n, 
HEK: keratinocitos humanos primarios de piel, 
HUVEC, HMEC-1, BBEC, HAEC, BAEC: Kneas o cultivos primarios 
de celulas endoteliales. 
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Los tiempos de cultivo indicados en la Tabla II se refieren al intervalo 
de tiempo 6ptimo de obtencion de una monocapa polarizada, m£s alls del 
cual pierde sus propiedades funcionales optimas como barrera celular. 

La determinacion de los tiempos de vida (momento del cultivo en que se 
aplica la gelatina) de estos sistemas celulares, que permitan a la vez 
preservar su estado funcional de barrera y dejar tiempo al usuario para 
realizar el ensayo, se ha efectuado de modo experimental mediante medida 
de TEER y permeabllidad paracelular. 

La gelatina se aplica al cultivo en el momento en que este alcanza el estado 
funcional adecuado. En el caso del ensayo de paso de barrera de celulas 
Caco-2, la gelatina se aplica preferiblemente a dfa 13 (tiempo mmimo 
aproximado en el cual las celulas empiezan a formar una monocapa 
polarizada funcional o barrera). Se pueden mantener en gelatina hasta 
aproximadamente el dia 17 a temperatura ambiente y utilizarse hasta 
aproximadamente dfa 25, sin perder sus propiedades funcionales de barrera. 

Los tiempos de vida bien de otros tipos celulares (fibroblastos, lineas 
tumorales), o bien de estos mismos descritos en la Tabla II pero definidos 
para otras aplicaciones funcionales diferentes del ensayo de paso de barrera 
(ensayo de adhesion, ensayo de migraci6n, ensayo de invasi6n), 
representan diferentes tiempos de aplicaci6n de la gelatina. Asr, en el caso 
especlfico de los fibroblastos y c§lulas HUVEC sembradas en soportes tipo 
transwell y en condiciones bajo las cuales estas c6lulas esten 
funcionalmente activas para un ensayo de migraci6n, el tiempo de vida sera 
entre 30 minutos y 1 hora despues de sembrar las celulas. En el caso de un 
ensayo de invasion el tiempo ser& entre 1 y 24 horas. 

Ejemplo 3: Metodo para el almacenamiento y transporte de sistemas 
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celulares para los ensayos de migracion/invasion "ready to use". 

1- Preparation de la aelatina 

Se utiliza gelatina tipo A de piel de cerdo, disuelta en el medio de cultivo 
correspondiente del tipo celular que va a ser usado (por ejemplo, DMEM 
(1g/L glucosa) en el caso de los fibroblastos o medio EBM en el cgso de las 
c6lulas endoteliales HUVEC) a 50°C y directamente a la concentraci6n de 
uso (maxima concentraci6n que se puede disolver: 10%). En el presente 
caso, se pesan 2,5g de gelatina en polvo y se disuelve con 100 ml de medio 
de cultivo. Para aumentar la supervivencia celular durante el 
almacenamiento y transporte, se anade HEPES 25mM al medio de 
condicionamiento. Se esteriliza en seguida (en "caliente") mediante filtration 
por filtros de 0,22nm de poro. A continuaci6n, se suplementa con suero 
bovino fetal (porcentaje en funci6n del tipo celular) . y 
Penicilina/Streptomicina/L-Giutamina (medio de cultivo completo). 
Finalmente se guarda a 4°C hasta su utilizaci6n. 

2- Preoaraci6n del cultivo celular en el sooorte asim6trico . 

En caso de recubrimiento, 12 horas antes de sembrar las celulas, se colocan 
los insertos (sistema Fluorobiock de 3 o 8 jum de diSmetro) encima de los 
pocillos de tamafio correspondiente, se aplica sobre la cara superior e 
inferior de los filtros de cada inserto una solution de la matriz 
correspondiente (cotegeno, fibronectina, vitronectina etc.) diluida en PBS, y 
se deja a 37°C en la estufa para cultivos celulares (90% humedad, 5% C0 2 ). 
Antes de su utilizaci6n, se aspira el exceso de soluci6n de recubrimiento de 
la cara apical, se deja de 15 a 30 minutos en la estufa para cultivos, y se 
siembran las c6lulas a una densidad que depende del tipo celular (entre 5 x 
10 4 y 1 x 10 5 c6lulas/cm 2 ). Si el soporte asimetrico no se recubre con matriz, 
las celulas se siembran directamente sobre el filtro. En este tipo de ensayo, 
durante el periodo de siembra y adhesion de las celulas (entre 30 minutos y 
1 hora), no es necesarip poner medio en el compartimiento basal del sistema 
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Fluoroblock. Se realiza el ensayo correspondiente con una parte de las 
c6lulas sembradas, mientras que al resto se les aplica la gelatina para su 
mantenimiento a temperatura ambiente. Estos controles permiten determinar 
el estado funcional del sistema celular. 

3- Aplicaci6n de la gelatina 

La solucidn de gelatina se pone en un bano de cultivo a 37°C hasta su 
completa Iicuaci6n y se equilibra a la temperatura del cultivo (37°C). A 
continuacion, se retira el medio de cultivo del compartimiento apical de cada 
inserto y se lava con medio de cultivo (sin suero en este caso). 
Posteriormente se aplica 300pl de gelatina 2,5% Hquida en el 
compartimiento apical y se deja solidificar entre 2 y 3 horas en la campana 
de flujo. A continuaci6n se anaden 700jjI en el compartimiento basal, y una 
vez solidificada en la campana de flujo, se guarda a temperatura ambiente 
(20-25°C). Una vez ha solidificado la gelatina, se sellan las placas con 
parafilm y se mantienen a temperatura ambiente hasta su utilization 
(maximo 4 dias despues). 

4- Eliminaci6n de la gelatina 

En el momento en que se quiera utilizar el cultivo inmovilizado, se incuba la 
placa con gelatina solida dentro de un incubador de celulas a 37°C, 90% 
humedad y 5% CO2 durante 3 a 4 horas hasta la completa Iicuaci6n de la 
gelatina. A continuacion se elimina de ambos compartimientos mediante 
aspiracion y se lava el cultivo con medio de cultivo sin suero equilibrado a 
37°C. En este momento el cultivo esta preparado para la realization del 
ensayo de migraci6n/invasion. 

En el ensayo de migration (24 h de migration) se compara la respuesta de 
celulas HUVEC que no han sido mantenidas en medio de condicionamiento 
(sin medio de condicionamiento) con la respuesta de celulas HUVEC 
mantenidas durante 72 horas con medio de condicionamiento. En ambos 
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casos las celulas han sido estimuladas (control +) con medio EBM complete 
(con factores de crecimiento y el 10% de suero bovino fetal). Las celulas no 
estimuladas (control -) se han mantenido con EBM sin suplemento en la 
parte basal. 

Tal y como se presenta en la Figura 1 , las celulas mantenidas en gelatina 
son capaces de responder a un estfmulo migratorio (control + en la figura). 
Este resultado indica que el metodo de almacenamiento en gelatina descrito 
en esta invenci6n permite: 1) inmovilizar el sistema HUVEC hasta 3 dfas a 
temperatura ambiente sin afectar su estado funcional; y 2) una vez quitada la 
gelatina, se puede realizar un ensayo de migraci6n. 
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REIVINDICACIONES 

1. M6todo para el almacenamiento y el transporte in vitro de cultivos 
celulares bidimensionales organizados que comprende las siguientes 
etapas: 

a) recubrimiento con una soluci6n de gelatina en el medio de cultivo a 
una concentraci6n del 1 a 5% de un cultivo celular organizado inmovilizado 
sobre un soporte asim6trico, comprendlendo dicho cultivo celular celulas en 
el estado funcional adecuado, 

b) solidificacion a una temperatura de 15 a 25°C de la gelatina 
adicionada al soporte, y 

c) almacenamiento y/o transporte del cultivo celular a una temperatura 
de 15 a 25°C, durante un periodo de hasta 96 horas. 

2. M6todo segun la reivindicaci6n 1 que comprende las etapas adicionales: 

a) Iicuaci6n de la gelatina, 

b) eliminacion de la gelatina y sustituci6n de la misma por un medio de 
cultivo, y 

c) incubacion del cultivo. 

3. Metodo segtin las reivindicaciones anteriores caracterizado porque el 
cultivo celular bidimensional organizado esta diferenciado, polarizado y es 
funcionalmente active 

4. Metodo segtin la reivindicaci6n 3 caracterizado porque el cultivo celular 
esta seleccionado de entre: celulas Huvec crecidas a confluencia sobre un 
soporte de colageno y celulas Caco-2 diferenciadas, o cualquier otro tipo de 
c6lulas capaz de crecer en monocapas tales como fibroblastos, celulas 
tumorales, hepaticas, endotellales, etc. 

5. M§todo segOn las reivindicaciones anteriores caracterizado porque la 
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soluci6n de gelatina empleada es del 2.5% 

6. M6todo segun las reivindicaciones anteriores caracterizado porque la 
gelatina se solidifica a una temperatura de 15 a 25°C, durante un periodo de 
30 minutos a 12 horas. 

7. M6todo segdn las reivindicaciones anteriores caracterizado porque el 
soporte asimetrico es un soporte tipo transwell. 

8. Metodo segtin las reivindicaciones anteriores caracterizado porque la 
Iicuaci6n de la gelatina se efectda entre 35 y 40°C durante un periodo de 1 a 
4 horas. 

9. M§todo segun la reivindicacion 8 caracterizado porque la Iicuaci6n de la 
gelatina se efectda a 37°C. 

10. Metodo segun las reivindicaciones anteriores caracterizado porque la 
incubacion posterior del cultivo se efectda entre 35 y 40°C durante un 
periodo de 1 hora a 8 dias. 

11. Metodo segun la reivindicacion 10 caracterizado porque la incubacion 
posterior del cultivo se efectua a 37°C. 

12. Kit para el almacenamiento y/o el transporte in viro de cultivos celulares 
bidimensionales organizados segdn el metodo de cualquiera de las 
reivindicaciones 1-11 que comprende: 

i) un soporte asimetrico, y 

ii) una solucion de gelatina en el medio de cultivo a una concentraci6n del 1 
al 5%. 

13. Kit segun la reivindicaci6n 12 caracterizado porque el soporte asimetrico 
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es un soporte tipo transwell. 
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